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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft Mittel zur Therapie von menschlichen 
Erkrankuhgjen__au^ 

von . p-CaJtehin u .an l M ' APC oder 

^Cohductin verhindern. Bevorzugt sind diese Mittel zur 
Therapie von Tumoren wie Kolomkarzinomen und Melanomen oder 
zur Geweberegeneration und Forderung des Haarwuchses 
einsetzbar. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin 
und die pharmazeutische Industrie. 

p-Catenin ist ein zytoplasmisches Protein mit verschiedenen 
Funktionen in der Zelle. Im Komplex mit den 
Zelladhasionsmolekulen der Cadherin-Familie stellt p-Catenin 
die yerbindung zum Z ytoske I ett "her (Hulsken , J .- et al . , E- 
cadherin ..and APC .compete for ::the interaction with beta- 
catenin and Z the cytbskeleton. I J-Cell-Biol . ,127: 2061-9, 
1994 ) . Zusatzlich ,.ist v.p-eCatenin eine ; Komponente der Wnt- 
Signaltrahsduktion , die in , der ^EJlibryonalentwlck lung eine 
groBe Rolle^Spielt . Der Transkriptionsfaktor LEF—1 wurde als 
interaktionspartner von p-Catenin in dieser Signalkaskade 
indentifiziert (Behrens, J. et al. ( Functional interaction of 
beta-catenin with the transcription factor LEF-1 . Nature, 
382: 638-42, 1996). Der Mechanismus der Signaltransduktion 
durch p-Catenin und LEF-1 ist geklart: Er besteht in dem 
durch LEF-1 vermittelten Transport von p-Catenin 'in den 
Zellkern. Im Zellkern reguliert dieser Komplex die 
Genexpression durch die im Komplex veranderte, LEF-1 

induzierte DNA-Bieauna und durch die carboxy-terminale 

Transaktivierungsdomane von p-Catenin. Inzwischen wurde 
gezeigt^daB auch andere Mitglieder der LEF— 1/TCF^Familie von 
Transkriptionsfaktbren, z.B. TCF-4 diese signaltransduktion 
vermitteln kdnnen (Korinek, V. et al., Constitutive 
transcriptional activation by a beta-catenin-Tcf complex in 
APC-/- colon carcinoma. Science, 275: 1784-87, 1997). 



Voraussetzung fur diese P-Catenin-abhangige 

Signaltransduktion ist die Stabilisierung des 

zytoplasmatischen Pools von freiem, nicht Cadherin-gebundenem 
p-Catenin. Dieser Pool wird durch die Glykogen-Synthetase- 

Kina se — 3 g_, — durch — das Tumorsu p pressor-Gen pT-nr[i r k_t- AP_C_sowi e_ 

durch Conductin/Axin negativ reguliert. 

Fur Karzinome und Melanome wurde gezeigt, daB Mutationen im 
N-Terminus von 0-Catenin oder in der p-Catenin-Bindungsdomane 
von APC diese Regulation aufheben (Morin, p.j. et al., 
Activation of beta-catenin-Tcf signaling in colon cancer by 
mutations in beta-catenin or APC. Science, 275: 1787-90, 
1997). Als Konseguenz wird der p-Catenin-Pool stabilisiert . 
In Melanomen fiihrt diese Stabilisierung zur LEF-l 
vermittelten Translokation von P-Catenin in den Zellkern, 
wahrend in Kolonkarzinomen vor allem TCF-4 diese Funktion 
erf 01 It. Die transkriptionelle Aktivitat des Komplexes in 
Karzinom-Zellinien wurde durch die Aktivierung eines 
Reportergens belegt. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, 
daB diese Aktivitat in APC-def izienten Kolonkarzinom- 
Zellinien nach Wiedereinfuhrung von APC inhibiert wurde. 
APC-Mutationen wurden in der uberwiegenden Mehrheit von 
Kolonkarzinomen identif iziert, wahrend nicht APC-def iziente 
Tumore Mutationen im p-Catenin-Gen aufweisen. Das Resultat 
dieser Mutationen von APC oder 0-Catenin ist die Aktivierung 
der Signaltransduktion durch den p-Catenin-LEF/TCF-Komplex. 
Es unterstreicht die Schlusselrolle von p-Catenin ^in der 
Tumor entstehung. Da APC-Mutationen als ein fruhes Ereignis in 
der Enstehung von Kolontumoren identif iziert wurden, ist die 
Aktivierung des p-Catenin-LEF/TCF-Komplexes ein zentraler 



Schritt in der Tumorentstehung 
In der Maus wurde gezeigt, das die Deletion des Gens fur LEF- 
1 oder die Expression von P-Catenin-Mutanten , die gegenuber 
dem Abbau in der Zelle stabilisiert sind, unter anderem zur 
Storung der Entwicklung von Haarf ollikeln fQhrt. 
Interessanterweise fuhrt die Expression von stabilisiertem 
P-Catenin zur Vermehrung der Anzahl der Haarf ollikel (Gat U. 
et al., 1998. De novo hair follicle morphogenesis and hair 



tumors in mice expressing a truncated beta-catenin in skin. 
Cell 95:605-14) und die Inaktivierung von LEF-1 zur Storung 
der Entwicklung von Haarf ollikeln, Brustdriisen und Zahnen 
(van Genderen et al., 1994. Development of several organs 
tns ,+. .T^ qu j ye inductive epithelial-mesenchymal inte ract^qns„is 



impaired in H EEF-i*def icient mice*Ge«es Dev. 8 : 2691-703 ) 
Diese Befunde weisen darauf hin, daB der Komplex von LEF/TCF 
und p-Catenin an diesen Entwicklungsprozessen beteiligt ist. 

Es wurde bereits versucht, die Schlusselrolle von p-Catenin 
in der Tumorentstehung fur die Entwicklung von 
Tumortherapeutika auszunutzen. In den USA wurden zwei 
Patentanmeldungen vorgenommen, die als WO-Schriften 
veroffentlicht wurden. In WO 98/41631 (John Hopkins 
Universitat - B. Vogelstein) wird die Beeinf lussung von 
Inter aktionen von B-Catenin, TGF-4 und , dem Tumorsuppressor- 
Protein APC mit dem Ziel der Verhinderung -von Krebsentstehung 
beansprucht . v Dabei wurde gezeigt, daB Produkte von mutierten 
APCrrGenen , die in Kolorektal-Tumoren nachgewiesen wurden , die 
B-Catenin7TGF*4:%TEahskriptionsak^ nicht mehr 

regul ieren konnen . Weiterhin weisen Kolorektal-Tumore mit 
intakten APC-Genen Aktivierungsmutationen von B-Catenin im N- 
Terminus auf, was die Funktion der wichtigen 
Phosphorylierungsorte beeinf luBt. Daraus wird abgeleitet, daB 
die Regulierung von B-Catenin fur den Tumorsuppressorwirkung 
von APC kritisch ist und daB diese Regulierung durch 
Mutationen in APC oder in B-Catenin umgangen werden kahn. Der 
Hauptanspruch betrifft das intronf reie DNA-Molekiil , welches 
fur TCF-4 kodiert. 

WO 98/42296 (Onyx Pharmaceuticals Inc. - Rubinfeld) be trifft 
Zusammensetzungen und Methoden zur Diagnose und zur 
Behandlung von Krankheiten , die durch B- 

Catenih/Transkriptionsf aktbr-Ihteraktionen ausgelost werden . 
Der Hauptanspruch betrifft das isolierte, stabilisierte B- 
Catenin und seine Fragmente, solche Fragmente sind allerdings 
nicht angegeben worden. 



Im weiteren wurde vorgeschlagen, Peptide oder davon 
abgeleitete Strukturen, die aus p-Catenin oder seinen 
Interaktionspartnern stammen und die Interaktionen spezifisch 
beeinflussen, zu finden (DE 198 07 390.9 vom 21.02.98). 



Die hier beschriebene Erfindung hat zum Ziel, neue MittelT^zur - 
Behandlung von Karzinomen bzw. a'berranter Gewebs- und 
Organentwicklung zur VerfQgung zu stellen. Ihr liegt die 
spezielle Aufgabe zugrunde, die Interaktion von p-Catenin mit 
LEF/TCF-Transkriptionsfaktoren, APC und Conduct in/Axin als 
Voraussetzung der Translokation und der Aktivitat des 
Komplexes im Zellkern zu beeinf lussen. Diese Aktivitat muB 
spezifisch sein, d.h. sie darf nicht gleichzeitig mit anderen 
Interaktionen von 0-Catenin interf erieren. 

Die Erfindung wird gemafl den Anspruchen realisiert, 
wesentliche Basis der Erfindung ist das uberraschende 
Auf finden von separaten essentiellen Bindungsstellen dieser 
Interaktionspartner im P-Catenin-Molekul . 

Der Kerngedanke besteht besteht darin, (l.) basierend auf den 
Kristallstrukturdaten und Oberf lachenberechnungen fur 
0-Catenin nach hydrophoben Taschen in der Nahe der 
essentiellen Bindungsstellen von LEF-1/TCF, APC oder 
Conductin zu suchen. Eine solche hydrophobe Tasche benachbart 
zur LEF/TCF Bindungsstelle wurde gefunden und charakterisiert 
(2.) Die hydrophoben Taschen benachbart der essentiellen 
Bindungsstellen werden zur Computer-gestutzten Findung von 
niedermolekularen Substanzen genutzt, die in diesen Taschen 
binden kdnnen. (3.) Diese Substanzen werden im ELISA mit 
rekombinantem P-Catenin und einzelnen Interaktionspartnern 
auf inhibitionseffektivitat getestet. (4.) Auf den Kristall- 
strukturdaten von P-Catenin basierend sollen die Substanzen 
durch Einfuhrung von Seitengruppen optimiert werden/ die 
zusatzlich durch Wechselwirkung mit den benachbarten 
Aminosaure-Resten der essentiellen Bindungsstellen (z.B. der 
LEF/TCF-Bindungsstelle: Lys 435 , Arg 469 und His 470; oder 
der APC-Bindungsstelle fur die 20 Aminosaure-Repeat-Domane: 



r 



Lys 345, Trp 383 oder der 15 Aminosaure-Repeat-Domane ; Oder 
der Conduct in-Bindungsstelle: Phe 253, His 260, Lys 292) in 
ihrer Bindung stabilisiert werden. 

Im folaenden wird die Erfinduna naher erlaiitert 





In der ecsten ttealisierung der Erfindung wurden p-Catenin- 
Mutanten identif iziert , die die jeweilig essentielle 
Bindungsstelle fur LEF-l/TCF-4, fiir die 20 Aminosaure-Repeats 
von APC Oder fiir Conductin markieren (Abb. 1). Die 
Substitution basischer Aroinosaure-Reste durch Alanin-Reste 
erzeugte diese Mutanten. Da die essentiellen Bindungsstellen 
der Faktoren in getrennten Subregionen von |3-Catenin 
lokalisieren, werden Substanzen die in der Nachbarschaf t 
dieser Bindungsstellen binden nur spezifisch jeweils eine 
Interaktion beeinf lussen. Diese Substanzen konnen gemaB der 
Erf indung > fur die Turaortherapie ;oder Geweberegeneration 
eingesetzt; werden . 

In einem zweiten Schritt wurden Easier end auf den 
RohtgenkfLi^tallBstr^turdaten der ArmadilloBDomane von 
P^catenin rdieCDberf lachen in dieser Region berechnet . Durch 
Nutzung verschiedener Computerprogranune wie z . B . ' Grasp oder 
Ludi wurde eine hydrophobe Tasche in der Nahe der 
Bindungsstelle far LEF-l/TCF-4 identif iziert (uiarandet von 
den Aminosauren Val 358, Met 363, Ala 391, Ala 392, Thr 393, 
Lys 394, Gin 395, Met 398, Leu 401, Leu 402, He 423, Asn 
426, Leu 427, Thr 428, Cys 429, Asn 430, Asn 431, Asn 434, 
Met 437, Val 438). Diese hydrophobe Tasche bildet ein ideales 
molekulares Ziel fur die Generation von Substanzen , die in 
dies er Tasche binden und Kontakte zur dicht benachbarten 
essentiellen Bindungsstelle herstellen. Aus energetischen 
Grunden ist diese Bindung favorisiert, da keine HydrathQlle 
zur Bindung verdrangt werden xauB. Es ist mSglich, daB ein 
Phenylalanin-Rest von LEF/TCF (Phe 24 von LEF-1 oder Phe 21 
von TCF-4), der normalerweise fiir die Bindung an (3-Catenin 
essentiell ist (DE 199 09 251 vom 22.2.99, in dieser Tasche 
bindet. Somit konnten die Substanzen einzig durch die Bindung 
in der Tasche diesen Kontaktpunkt in p-Catenin blockieren. 



• : * 



In einem dritten Schritt wurden computergestutzt 
niedermolekulare Substanzen aus Molekul-Datenbanken in diese 
Tasche eingepaBt und aufgrund der Anzahl der stabilisierenden 
Wechselwirkungen mit 0-Catenin ausgewahlt. Diese Substanzen 
werden unten genannt. Die Grund strukturen dieser 



niedermolekularen Verbindungen sollen ~nach der 
experimentellen Oberprufung ihrer Inhibitions-Funktion (z.B. 
in einem ELISA) modifiziert werden, um ihre Funktion zu 
optimieren. Hierfiir ist die Idee leitend, das die 
Modifikation der Substanzen z.B. durch Einfiihrung saurer 
Gruppen, zusatzliche Wechselwirkungen mit den basischen 
Resten der Aminosauren Lys 435, Arg 469 Oder His 470 von 
0-Catenin ermoglicht. Da diese Reste die essentielle 
Bindungsstelle der LEF/TCF-Faktoren markieren, sollten diese 
zusatzlichen Wechselwirkungen die Effektivitat der Substanzen 
verstarken . 

Die Anwendung dieser Strategie auf alle essentiellen 
Bindungsstellen von 0-Catenin ermoglicht die Generierung 
neuer Pharmaka, die durch spezifische BeeinfluBung der 
jeweiligen Interaktion von 0-Catenin z.B. mit den 
Transkriptionsfaktoren LEF/TCF , dem Tumor suppressor- 
Genprodukt APC oder mit Conductin die Entwicklung von Tumoren 
inhibieren oder zur Regeneration der Haut und zur Forderung 
der Haarbildung eingesetzt werden. Diese Moglichkeiten der 
BeeinfluBung ergeben sich aus den publizierten Befunden zur 
Funktion der jeweiligen Interaktion von 0-Catenin mit seinen 
Bindungspartnern in diesen Entwicklungsprozessen. 

Im Einzelnen wurden folgende Untersuchungen durchgef uhrt : 



1. Identifizierung von separaten, essentiellen 

Bindungsstellen von 0-Catenin fur die Interaktion mit LEF- 
l/TCF-4, mit den 20 und 15 Aminosaure-Repeats von APC oder 
Conductin/Axin 

Basierend auf der Rontgen-Kristall-strukturanalyse der 
Armadillo-Domane von 0-Catenin (Huber et al., 1997) wurden 
ausgewahlte basische und aromatische Aminosaure-Reste durch 
Alanin-Reste substituiert und die Punktmutanten auf 




Interaktion mit den Bindungspartnern von p-Catenin im Hefe-2- 
Hybrid-System analysiert (Abb. 1). Die Mutationen, welche 
spezifische Interaktionen blockieren, bilden Cluster in 
separaten Subregionen der Domane. Sie markieren die 

e ssentiellen Kontakt punkte in den . spezif ischen „ 

Bindungsste lien far die Interaktion mit LEF/TCF (Lys .435, Arg 
469, His 470), mit den 20 Aminosaure-Repeats von APC (Trp 
383, Lys 345), mit den 15 Aminosaure-Repeats von APC (Arg 
386), Oder mit Conductin (Phe 253, His 260, Lys 292). Im 
neuen Patent werden die Interaktionsstellen, aufgrund neuer 
eigener Daten, erweitert (s. Abb 1). 

2. Analyse der Molekuloberf lache von p-Catenin im Bereich der 
essentiellen Bindungsstelle fur LEF/TCF 

Ausgehehd von ; den : Daten .... zur Rontgenkr istallstruktur von 
p-Cateriin ; wurde mit ,den rprpgrammen Grasp und Xudi die 
Molekillbberf lache im Bereich der Bindungsstelle berechnet. Es 
ist hierdurch " gelungen eine hydrophobe Tasche zu 
i den tl f i z i er en (Abb. 2 ) , -die von ;den rfolgenden Aminosauren 
umrandet ist: Val 358, Met; 363, Ala 391, Ala 392, Thr 393, 
Lys 394, Gin 395, Met 398, Leu 401, Leu 402, lie 423, Asn 
426, Leu 427, Thr 428, Cys 429, Asn 430, Asn 431, Asn 434, 
Met 437, Val 438. Diese Tasche lokalisiert in engster 
Nachbarschaft zu der essentiellen Bindungsstelle fur LEF/TCF. 
Sie ist von groBer Bedeutung fur die Computer-gestutzte 
Durchmusterung von Substanzbibliotheken zur Selektion von 
Molekulen, die in dieser Tasche binden. Die Idee primar 
hydrophobe Wechselwirkungen in der Tasche zum Ausgangspunkt 
zu wahlen, hat den energetlschen Vorteil, das die S ubstanzen 
nicht mit der Hydrathulle der geladenen Aminosaure-Reste der 
Oberf lache kompetieren mussen. Diese substanzen stellen somit 
nach gezielter Modifikation potente Therapeutika zur 
Behandlung von Tumoren dar, da die Interaktion von LEF/TCF 
mit p-Catenin ein fruhes Ereignis zur Entstehung von Tumoren 
darstellt. Sie werden experimentell auf ihre Fahigkeit zur 
Hemmung der onkogenen Interaktion getestet (ELISA) und 
modifiziert. Das molekulare Modellieren der Substanzen in der 
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Tasche basiert auf der Idee, die Wechselwirkungen in der 
Tasche selbst zu stabilisieren und zusatzliche Kontakte zu 
den essentiellen Aminosaure-Resten der LEF/TCF-Bindungsstelle 
zu schaffen. Durch diese Strategie sollen die Substanzen in 
ihrer Wirkung optimiert werden. 



3. Identifizierung von Substanzen die in der hydrophoben 
Tasche binden 

Es wurden Computer-gestutzt Substanzbibliotheken durchmustert 
und deren Molekule auf stabilisierende Wechselwirkungen in 
der hydrophoben Tasche ausgewahlt. Die Grundstrukturen der 
gefundenen Molekaie bilden unterschiedliche Molekulklassen , 
die im folgenden dargestellt sind: 



Die Erfindung soil nachfolgend durch Ausf Qhrungsbeispiele 
naher erlautert werden. 



1. Herstellung und Testen von Mutanten von 0-Catenin, die die 
essentiellen Bindungsstellen fur LEF-1 , APC und Conductin 
markieren. 

Die Mutagenese von p-Catenin in den Armadillo-Repeats 3-8 
wurde mit dem "Mutagenese Kit" der Firma Clontech nach dem 
Protokoll des Herstellers durchgefuhrt und die Mutanten durch 
Sequenzierung Oberpruft. In alien Mutanten wurde die 
ursprungliche Aminosaure durch Alanin substituiert. Fur die 
Analyse der Interaktionen wurde die far die Aminosauren 
Leu218-Leu781 kodierende cDNA von humanen P-Catenin 
(Armadillo-Repeat 3 bis zum C-terminalen Ende des Proteins) 
Oder seinen Mutanten in den Fusionsvektor fur die 
Aktivierungsdomane von Gal-4 (pGAD424 , Clontech) kloniert. 
Die cDNA fur die Bindungsdomanen der Interaktionspartner 
wurde in den LexA-Fusionsvektor BTM116 kloniert. Hierfur 
wurde die cDNA von LEF-1 fur die Aminosauren 1-99, von 
Conductin fur die Aminosauren Ala342-Arg465, von humanen APC 
fur die Aminosauren Hisl012-Glul215 (APC 15 Aminosaure- 
Repeats) und fur die Aminosauren Serl259-Aspl400 (APC 20 
Aminosaure-Repeats) mit entsprechenden Primern pcr 
amplifiziert. Die Interaktion der Lex-A-Hybride mit 0-Catenin 
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und seinen Mutanten wurde anhand der b-Galaktosidase- 
Reporteraktivitat im Hefe 2-Hybrid System (Protokoll: 
"Matchmaker" , Clontech) quantif iziert (Abb.l). 

2. identifizlerung einer hydrophoben Tasche in (3-Catenin 
benacRbart zur essentiellen Bi^mgWtelle~far"LEF=r/~Zur- 
Berechnung .der Mol6kQloberf lache von 0-Catenin wurden 
verschiedene die Computer-Programme wie z.B. Grasp und Ludi 
benutzt . 

3. identifizierung von Substanzen die in der hydrophoben 
Tasche bei der essentiellen Bindungsstelle fur LEF-1 binden. 
Fur die Suche von Substanzen die in der hydrophobe Tasche 
binden konnen wurden die verschiedenen Substanz-Bibliotheken 
und das Programm Grasp und Ludi benutzt. 



Patentans pruche 



1. Mittel zur Therapie von menschlichen Erkrankungen , 
enthalt€m^_Sul^J^^ LEFtl 
1/TCF-Transkriptionsfaktoren, APC Oder Conductin verhindern. 

2. Verfahren zuro Auffinden von Substanzen, die die Bindung 
von p-Catenin an LEF- 1/TCF-Transkriptionsfaktoren, APC oder 
Conductin verhindern, dadurch gekennzeichnet , daB im (3- 
Catenin-Molekul in Nachbarschaft zu essentiellen 
Bindungstellen hydrophobe Taschen identif iziert und 
nachfolgend die in diese Tasche passenden therapeutischen 
Substanzen synthetisiert werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB 

- 0-Catenin-Mutanten identif iziert wurden, die die jeweilig 
essentielle Bindungsstelle fur LEF-l/TCF-Transkriptions- 
faktoren, APC oder Conductin markieren, 

- die OberflSchen in dieser Region basierend auf den 
Rontgenkristall-strukturdaten der Annadillo-Domane berechnet 
und dadurch die vorhandenen hydrophoben Taschen identif iziert 
werden , 

- niedennolekulare Verbindungen in diese Tasche eingepaBt und 
aufgrund der stabilisierenden Wechselwirkungen mit p-Catenin 
ausgewahlt werden und 



- diese Verbindungen ggf. durch Einfuhrung saurer. Gruppen 
weiter modizifiert werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB 

- die P-Catenin-Mutanten Lys 435, Arg 469, His 470, die die 
essentielle Bindungsstelle fur LEF-l markieren 
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- die p-Catenin-Mutanten Phe 253, His 260, Lys 292, die die 
essentielle Bindungsstelle fur Conductin markieren 

- ™d4e-^^Ca^enin-Mutanten--^ Erp— 383_ f Arg ^386^,- die d-ie- 

essentielle Bindungsstelle fur APC markieren 

identif iziert-wurden , 

- die Molekuloberflache mit dem Programm Grasp, Ludi und 
ahnlichen Programmen berechnet wird, 

- eine hydrophobe Tasche (umrandet von den Aminosauren Val 
358, Met 363, Ala 391, Ala 392, Thr 393, Lys 394, Gin 395, 
Met 398, Leu 401, Leu 402, lie 423, Asn 426, Leu 427, Thr 
428, Cys 429, Asn 430, Asn 431, . Asn 434, Met 437, Val 438) 
behachbartrzur^LEF^l7TCF^Bindungsstelle identif iziert wurde, 

- die Verbindungen (s. Patent^Liste) in; die identif izierte 
hydrophbbe^ttasohe^ingep^^ mit ELI SA auf ihre 
Inhibition der Interaktion experxmentell uberpruft und durch 
Modi fikat ion der Seitengruppen. optimiert werden . 

5. Mittel nach Anspruch 1 bis 4 zur Therapie von Tumoren, wie 
Kolonkarzinomen und Melanomen. 

6. Mittel nach Anspruch 1 bis 4 zur Gewebsregeneration. 



M^^i n^h A^cp-r-nr-^ i hi s 4 zur — Fnrrterung des. 

Haarwuchses . 
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Figuren Legenden 



Abb.1 Identifizierung der essentiellen Bindungsstellen von P-Catenin fur LEF-1, die 20 
Aminosaure-Repeats von APC oder Conductin 




Interaktion von P-Catenin-Mutanten mit LEF-1, APC (20 Aminosaure-Repeats) und 
Conductin im Hefe-2-Hybrid-System. Die durch Alanin substituierten Aminosaure-Reste in 
den P-Catenin-Mutanten und deren Position in den Arm-Repeats 3-8 sind unten 
angegeben. Die Interaktion wurde durch Bestimmung der p-Galaktosidase- 
Reporteraktivitat quantifiziert und ist im Verhaltnis zur Interaktion mit Wildtyp-p-Catenin 
angegeben. 

Abb.2 Charakterisierung einer hydrophoben Tasche benachbart zur essentiellen 
Bindungsstellen von P-Catenin fur LEF-1/TCF 




(A) Aufsicht der hydrophoben Tasche in der Molekuloberflache von P-Catenin (RasMol). Die 
Tasche wird durch die in orange oder gelb markierten AminosSuren umrandet. Die 
Aminosaurereste der essentiellen Bindungsstelle fur LEF/TCF sind blau markiert. Die 
entsprechenden Aminosauren wurden gekennzeichnet. (B) Seitenansicht der hydrophoben 
Tasche. 

Abb.3 Substanzen die in der hydrophoben Tasche von P-Catenin binden 

(A) Oberflachendarstellung der Region der hydrophoben Tasche (Grasp). Die 
Aminosaurereste der essentiellen Bindungsstelle fur LEF/TCF sind blau markiert (fur die 
Mutationcn, die die Interaktion .on p Catcnin mil LEF/TCf bl ock iur o n: Ly a13 5, Ar g 40 0 und 
His 470). (B) Im P-Catenin-Molekul ist eine der niedermolekularen Substanzen dargestellt, 
die in der Tasche bindet. 



Max-Delbruck-Centrum fur Molekulare Medizin 



Er finder: W. Birchmeier, J. P. von Kries 



Mittel . jzur Therapie von mensqhlichen Erkr ankungen , 
insbesondere fur die Therapie von Tumoren wie Kolonkarzinomen 
und Helanonen Oder zur Geweberegeneration und Forderung des 
Haarwuchses 



Zusanunenf assung 

Die Erfindung betrifft Mittel zur Therapie von menschlichen 
Erkrankungen auf der Basis von Substanzen, die die Bindung 
von ..p^Cafcenin _an ^LEF^iZTCTi£T3^sk^fcionaif*ktoren /. APC Oder 
conductin .verhindern. CSie -betrifft -insbesondere die 
Identif ikation und Nutzung von hydrophbben Taschen auf . der 
Molekaibberfiaghe mit tdem Ziel, ^diese -Substanzen zu 
optimieren SS±e^betrif f t£:f ernerwdie ^wehdung.der Substanzen , 
bevor zugt :f tir u die Therapie ^von Tumoren _wie 'Kolonkarzinomen 
und Melanomen Oder zur Geweberegeneration und Forderung des 
Haarwuchses . 
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MOLSTRUCTURE 



.Xxx. 





drugs-lis^e/Ppitent 



OH ° O^^, 



catalog data 



ICN 

(-)-ESEROLINE FUMARATE 
104015-29-4 

' STORAGE TEMPERATURE: 0-5 DEG C 
_F 153716 25 MG USD 74.55 
"F. 153716 50 MG USD 126.10 
, F„.1 53716 —150 MG 



MDLNUMBER 



MFCD00055202 



ADVCHEMTECH 

N-ACETYL-MURAMYL-ALA-ISOGLN-OH 
: 59331 -38-3 



! _F PR1081 
! F PR1081 



5 MG 
25 MG 



USD 
USD 



55.00 
230.00 



MFCD00065478 



BACHEM 

AC-MURAMYL-ALA-L-ISOGLUTAM. .. 



ABCR 

3,6-DIHYDROXYBENZONORBORNANE 
16144-91-5 



F AV16643 
F AV16643 



■JG 
;5G 



USD 
USD 



. 29.43 96% 
117.65 96% 



ACROS 

. 3,6-DIHYDROXYBENZONORBORNA... 



MFCD00077441 



;abcr 

3,6,dihydroxybenzonorbornane 

16144-91-5 



F AV16643 
F AV16643 



1 G 

>5G 



.USD 
USD 



29.43:96% 
1-17:65 96% 



MFCD00077441 



ACROS 

3,6-DIHYDROXYBENZONORBORNA. 



MFCD00077638 



ADVCHEMTECH 

N-ACETYL-MURAMYL-ALA-D-ISOGLN-OH 
53678-77-6 



F PR1078 
F PR1078 



5 MG 
25 MG 



USD 
USD 



55.00 
230.00 



BACHbM 

:AC-MURAMYLrALA-DrlSOGLUT... 
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drygs-liste/Patent 



Jo? 



CH, 







:aldrich 

;(-)-C0TININE 
; 486-56-6 

| IRRITANT 
:_F 28,471-8 
LF 28,471-8 
! F 28,471-8 



50 MG USD 11.80 98% 
250 MG USD 39.70 98% 
1 G USD 78.40 98% 



MFCD00077696 



'SIGMA 

iCEFAMANDOLE SODIUM SALT 
: 30034-03-8 

j CONTAINS APPROX 5% SODIUM CARBONATE 
;_F C7145 500 MG USD 13.05 

APPROX 95% 

i_F C7145 1 G USD 21.65 APPROX 

; 95% 

•_F C714... 



MFCD00082385 



; SIGMA 

(+/-)-NICOTINE-D3 SALICYLATE SALT 
65636-94-4 



MFCD00083448 



98 ATOM %D 
LF N5768 
LF N5768 



5 MG 
10 MG 



USD 
USD 



172.00 
309.75 



SALOR 

BENZYL 1 .2-DIPHENYL-4-HYDROXY-5-OXO-3- 
PYRROLINE-3-CARBOXYLATE 



MFCD00088051 



DATE: 04/01/97 EDITION: 97 
_F S60.330-9 250 MG USD 



POA 



jMAYBRIDGE 

|1-{4-FLUOROPHENYL)-3-PHENYLPYRROLIDINE-2,5- 



:DIONE 



_F PD 00180 



UKL POA 



MAYBRIDGE 

3-PHENYL-1-{2-THIENYLMETHYL)PYRROLIDINE-2,5- 
DIONE ' 



_F PD 00184 



UKL POA 



MFCD00097831 



MFCD00097832 
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drcgs-lisie/Patent 




> MAYBRIDGE 

>-JY-c> lN1-(4-[2,5-DIOXO-1-[4- 

\=/ Vf !(TRIFLU0R0METH0XY)PHENYL]TETRAHYDR0-1H- 

p F iDvopm 1PHFNYI V? 2 2-TRIFLUOROACETAMIt 







PYRROL-3-YL]PHENYL)-2,2,2-TRIFLUOROACETAMIDE 

i 

i> S 15091 UKL POA 




MAYBR-INT 

i 1 .S-DIPHENYLCYCLOPENTANE^.WRIONE 



F 99.1688 
F 9OT688 



1G 
2.5 G 



UKL 19.50 
UKL 36.00 



! MAYBRIDGE 

I3.5-DIPHENYLCYCLOPENTANE-1.2,... 



i 



; MAYBRIDGE 

ETHYL 2-OXO-2-K2-OXOAZEPAN-3- 
YL)AMINO]ACETATE 



F CD 10445 



UKL POA 



iSALOR 

!3-BENZOYL.1,2,3 l 10B-TETRAHYDRO-PYRROLO(2,1- 
. ; A)ISOQUINOLINE-1 -CARBONITRILE 



■\ DATE: 04/01/97 ^EDITION: 97 
_FoS97,735-7 25 MG USD 



.POA 



jSALOR 

i 3-BENZOYL-1 ,2,3,10B-TETRAHYD... 



;baghem 

i l-trans-epoxysuccinyl-leu-3- 
Imethylbutylamide 

' e-64c containing 3-methylbutylamine 

INSTEAD OF AGMATINE, WAS FOUND TO REACT 
WITH THE ESSENTIAL THIOL GROUPS OF PAPAIN 
WHICH LED TO A LOSS OF ACTIVITY 
IT WAS ALSO SHOWN... 



APIN^NP 

AJMALINE 

4360 - 12 - 7 



_FB SQ11673A 

CARLROTH 

AJMALIN 

4360,12-7 



USD 



POA 



STANDARD FOR TLC 
F 5554.1 100 MG 



USD 



POA 
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dri'gs-lis!e/.°atent 



P r ' 







ACROS 

j(2S,3R)-3-PHENYLPYRROLIDINE-2-CARBOXYLICACID 
j_F 29008-1000 100 MG USD 141.10 98% 

Ikanto 

j(2s,3r)-3-phenylpyrrolidine-2-carboxylicacid 

J E_ 29008-1 A IM Mft 



MFCD00142984 



jSALOR 

,4-(2-HYDROXYOCTAHYDRO-1 l 3,4-METHENO-2H- 
CYCL0BUTA(CD)PENTALEN-2-YL)PHEN0L 



DATE: 04/01/97 EDITION: 97 
_F S94.770-9 1 GM USD 



POA 



MFCD00155174 



IBIONET 

i METHYL C-4-(4-METHOXYPHENYL)-2-BENZYL-7- 
jPHENYL-6,8-DIOXO-3,7-DIAZABICYCLO[3.3.0> 
! OCTANE-R-2-CARBOXYLATE 

t 

! A SURCHARGE OF 2.00 USD PER SAMPLE APPLIES 
.TO ORDERS SUPPLIED IN MICROTITRE PLATE 
FORMAT 
i LIST 101 

J F /IjCQOQ 



MFCD00202518 



BIONET 

jMETHYL C-4-(4-METHOXYPHENYL)-2-BENZYL-7-(4- 
: CHLOROPHENYL)-6,8-DIOXO-3,7- 
:DIAZABICYCLO[3.3.0]-OCTANE-R-2-CARBOXYLATE 

! A SURCHARGE OF 2.00 USD PER SAMPLE APPLIES 
TO ORDERS SUPPLIED IN MICROTITRE PLATE 
i FORMAT 
i LIST 101 



IMFCD00202519 



jCALBIO 

|(+/-)-EPIBATIDINE DIHYDROCHLORIDE 
162885-01-0 

A POTENT ANALGESIC WITH A NON-OPIOID 
MECHANISM OF ACTION 
I ASSAY METHOD: BY TLC 

INDUCES THE RELEASE OF DOPAMINE AND 
NOREPINEPHRINE IN RATS 



LD50 Or ^500 MG/KG 
POTEN... 



MFCD00210196 



SALOR 

4-CYCLOPENTYL-NAPHTHALEN-1-YLAMINE, 
HYDROCHLORIDE 



MFCD00227852 



DATE: 04/01/97 EDITION: 97 
_F S27.8S4-5 10 MG USD 



POA 
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dr'jgjs-Ms'ie/Pa'erit 




"~CHj 




CH, 



CH, 




JOT*" 



MFCD00228403 



SALOR 

5-(2>DIMETHOXY-PHENYL)-PYRAZOLIDIN-3-ONE i 



DATE: 04/01/97 EDITION: 97 
_F S28.755-5 25 MG USD 



POA 




IMFCD00229211 



•SALOR 

5-(3.4-DIMETHOX¥-PMENYl:)-PYRA20LIDIN-3'ONE - 



DATE: 04/01/97 EDITION: 97 
_F S30.270-8 25 MG USD 



POA 



MFCD00230901 



SALOR 

5-CYCLOPENTYL-2-METHOXY-4-NITRO-PHENOL 



DATE: 04/01/97 EDITION: 97 
_F S32.976-2 10 MG USD 



POA 



MFCD00236777 



BACHEM 

AC-(6-0-STEAROYL)-MURAMYL-ALA-D- 
ISOGLUTAMINE 



_F G-.1065 1 MG USD 

'J. G-T065 5 MG USD 

BACHEM-AG 

ftp, lb r \ fTPABAVI \ Kill IDAHVI 



55.00 
230.00 



,- BACHEM 
, ANTHC^RNAMIDE 

ANTHO-RNAMIDE, ANOTHER NEUROPEPTIDE FROM 
THE SEA ANEMONE ANTHOPLEURA 
ELEGANTISSIMA, CONTAINS THE UNUSUAL N- 
TERMINAL L-BETA-PHENYLLACTYL GROUP WHICH 
MAY RENDER THIS PEPTIDE RESISTANT TO NON- 
SPECIFIC 



MFCD00236789 




STERALOIDS 

1,3,5(10),6,8(14BETA)-ESTRAPENTAEN-3-OL-17-ONE 
ACETATE 



F E451 



5 MG USD 45.00 




MFCD00271642 



MFCD00274483 



LATOXAN 

.NORFLUOROCURARINE 

\ A CNS STIMULANT; -CON VULSANT; PROBABLY 
: GLYCINERGIC ANTAGONIST 
: ASSAY METHOD: BY TLC 
BIOLOGICAL ACTIVITY: FACILITATES THE 
NEUROTRANSMISSION AT SYNAPSES BETWEEN 
NEURONS OF THE SPINAL CORD 
i BIOLOG... 
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f\ -CH, 






CM 




drjgs-Csle/raloi.t 



MAYBRIDGE 

4.5-DIPHENYLPYRAZOLIDIN-3-ONE 



!MFCD00277796 

i 



_F JFD 01362 



UKL POA 



SALOR 

^^EItlOXYrPHENYL)^OXCtRYRROLIDlNEA 



;'MFCD00297824 



CARBOXYLICACID 

DATE: 04/01/97 EDITION: 97 
_F R23.622-5 10 MG USD POA 



SIGMA 

(+)-EPIBATIDINE HYDROCHLORIDE 
152885-09-1 

_F E1020 1 MG USD 5140 

_F E1020 5MG USD 171.20 



MFCD00467208 



LATOXAN 

FLUOROCURARINE CHLORIDE 

A SHORT-ACTING SELECTIVE SYMPATHETIC 
GANGLIOBLOCKER, WITH A WEAK ANTAGONIST 
ACTIVITY ON THE NICOTINIC RECEPTOR AT THE 
NEUROMUSCULAR JUNCTION; HYPOTENSIVE 
; ALKALOID 

: ASSAY METHOD: BY TLC, M... 



MFCD00467712 




TORONTO 

(rS,2'S)-NICOTINE 1'-OXIDE 



A METABOLITE OF NICOTINE 
!_F N42750 
LF N42750 



100 MG USD 77.00 
1 G USD 612.00 



MFCD00869528 



< SPECS 

■SPECS CIF7952 
Lf CIF7952 



USD POA 



MFCD01 114864 



ch. 



.MAYBR I DGE 

;2-ETHYL-2-{3-METHOXYPHENYL)PYRROLIDINE 



LF RH 01438 



UKL POA 



MFCD01 314146 
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dr'jgs-Pste/Pate^t 



CH, 



iMFCD01314517 



MAYBRIDGE 

N-(TERT-BUTYL)-2-(ISOXAZOL-5- 
YLCARB0NYL)DECAHYDR0IS0QUIN0UNE-3- 

CARBOXAMIDE 



i'F SPB 08050 



UKL POA 





i 

a 
i 
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